雌激素受体β调控髓鞘损伤后少突胶质细胞发育的作用机制 by 韩莹 & 欧志敏
厦门大学学报(自然科学版) 
Journal of Xiamen University(Natural Science) 
ISSN 0438-0479,CN 35-1070/N 
 
 
 
 
《厦门大学学报(自然科学版)》网络首发论文 
 
题目： 雌激素受体β调控髓鞘损伤后少突胶质细胞发育的作用机制 
作者： 韩莹，欧志敏 
收稿日期： 2018-07-18 
网络首发日期： 2018-11-03 
引用格式： 韩莹，欧志敏．雌激素受体β调控髓鞘损伤后少突胶质细胞发育的作用机制
[J/OL]．厦门大学学报(自然科学版). 
http://kns.cnki.net/kcms/detail/35.1070.N.20181031.1054.002.html 
 
 
 
 
 
 
网络首发：在编辑部工作流程中，稿件从录用到出版要经历录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿等阶
段。录用定稿指内容已经确定，且通过同行评议、主编终审同意刊用的稿件。排版定稿指录用定稿按照期
刊特定版式（包括网络呈现版式）排版后的稿件，可暂不确定出版年、卷、期和页码。整期汇编定稿指出
版年、卷、期、页码均已确定的印刷或数字出版的整期汇编稿件。录用定稿网络首发稿件内容必须符合《出
版管理条例》和《期刊出版管理规定》的有关规定；学术研究成果具有创新性、科学性和先进性，符合编
辑部对刊文的录用要求，不存在学术不端行为及其他侵权行为；稿件内容应基本符合国家有关书刊编辑、
出版的技术标准，正确使用和统一规范语言文字、符号、数字、外文字母、法定计量单位及地图标注等。
为确保录用定稿网络首发的严肃性，录用定稿一经发布，不得修改论文题目、作者、机构名称和学术内容，
只可基于编辑规范进行少量文字的修改。 
出版确认：纸质期刊编辑部通过与《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司签约，在《中国
学术期刊（网络版）》出版传播平台上创办与纸质期刊内容一致的网络版，以单篇或整期出版形式，在印刷
出版之前刊发论文的录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿。因为《中国学术期刊（网络版）》是国家新闻出
版广电总局批准的网络连续型出版物（ISSN 2096-4188，CN 11-6037/Z），所以签约期刊的网络版上网络首
发论文视为正式出版。 
 
厦门大学学报（自然科学版） 
 
雌激素受体 β调控髓鞘损伤后少突胶质细胞发育的作用机制 
 
韩莹 1，欧志敏 2 
（1.厦门大学附属第一医院，福建 厦门 361003；2. 厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361102） 
通信作者  ouzm@xmu.edu.cn 
摘要  性别是影响少突胶质细胞发育的因素之一，雌激素受体 β（ERβ）可能参与了少突胶质细胞的发育调控，但其作用
机理尚未明确。为阐明 ERβ 如何调控少突胶质前体细胞的发育，通过在原代培养的少突胶质前体细胞中过表达相关基
因，使用溶血性磷脂酰胆碱（LPC）诱导少突胶质细胞损伤细胞损伤，以及荧光素酶报告基因等方法，考察了少突胶质
细胞中 ERβ如何调节细胞的分化，以及 ERβ受到哪些因素的调控等。过表达 ERβ能够促进少突胶质前体细胞分化；LPC
诱导损伤后，Olig2的表达水平与 ERβ负相关，且过表达 Olig2能够抑制细胞中 ERβ 的表达水平；同时，LPC处理诱导
miRNA mmu-miR-219-2的表达；mmu-miR-219-2能够直接与 ERβ 3'-UTR结合并抑制其表达；而 ERβ则通过与 G蛋白
偶联受体 Gpr17基因启动子的结合，抑制 Gpr17基因的表达从而促进少突胶质前体细胞的成熟。综上，Olig2/mmu-miR-
219-2/ERβ/Gpr17 这一调控通路可能参与了少突胶质细胞发育过程的调控，有望为临床上脱髓鞘疾病的治疗提供新的靶
点。  
关键词  雌激素受体 β；少突胶质细胞；miRNA  
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The Mechanistic Study on the Role of Estrogen Receptor β in the Regulation of 
Oligodendrocyte Maturation After Myelin Injury 
HAN Ying 1 , OU Zhimin 2 
(1.The First Hospital Affiliated to Xiamen University, Xiamen 361003, China; 2. School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China) 
Abstract  s: Gender is a related factor in the development of oligodendrocytes. The estrogen receptor β (ERβ) may play a role 
in this regulation. However, the underlying mechanism remains unclear. We try to reveal mechanism about how ERβ regulate 
the development of oligodendrocytes. We used methods including overexpressing some related genes in the primary culture of 
oligodendrocytes, inducing injury in oligodendrocytes by lysolecithin (LPC) treatment, and dual-luciferase reporter assays, to 
find out how does ERβ regulate the development of oligodendrocytes, and the factors that modulate the expression of ERβ. 
Overexpression of ERβ promoted maturation of the oligodendrocyte precursor cells; Upon LPC injury, the expression levels of 
Olig2 and ERβ were negatively correlated. Overexpression of Olig2 inhibited the level of ERβ in the oligodendrocyte precursor 
cells; meanwhile, the expression level of miRNA mmu-miR-219-2 was induced by LPC injury. Mmu-miR-219-2 inhibited the 
expression level of ERβ through a direct interaction with its 3'-UTR region. Further, ERβ bound to the promoter region of the 
G-protein coupled receptor Gpr17 and reduced its gene expression, accelerating the maturation of the oligodendrocyte precursor 
cells. Our current study revealed an Olig2/mmu-miR-219-2/ERβ/Gpr17 signaling pathway that participated in the regulation of 
oligodendrocyte development, which might potentially provide a novel therapeutic target for the demyelination diseases in 
clinical. 
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髓鞘（myelin sheath）是包裹并保护轴突的一层脂肪组织，它具有绝缘以及提高神经冲动的传导速
度的作用，在维持神经系统的正常功能中具有重要的作用 [1-3]。髓鞘由髓磷脂形成，雪旺氏细胞
（schwann cells）是外周神经系统髓磷脂的主要来源；而在中枢神经系统中，髓磷脂则主要来源于少突
胶质细胞（oligodendrocytes，OLs）。OLs 是神经胶质细胞的一种，在中枢神经系统的髓鞘形成，以及
脱髓鞘疾病后的髓鞘再生的过程中具有重要作用。OLs 由少突胶质细胞前体细胞（OPCs）在胚胎发育
期以及出生后早期发育成熟而形成。在发育早期，一部分 OPCs分化成熟成为 OLs，形成髓鞘，而其余
的 OPCs 则保存在大脑实质组织中，以更新大脑中的成熟 OLs，或在髓鞘再生的过程中发育成熟为
OLs[4, 5]。在髓鞘受到损伤时，OPCs 也具有发育为成熟 OLs 的能力，以修复受损的髓鞘[6, 7]。脱髓鞘疾
病（demyelination disease）是指神经纤维上的髓鞘结构受到损伤的疾病，它会使神经纤维功能显著受
损，阻碍中枢神经系统的信号传导，使大脑和脊髓失去外周组织的控制，导致多部位的僵硬或功能的丧
失，如多样性硬化症（MS）等[8, 9]。 
在机体内，有许多因素能够影响 OLs的发育，如 G蛋白偶联受体 17（Gpr17），Krueppel样因子 6 
（KLF6），及色霉素解旋酶 DNA结合蛋白 7（Chd7）等[10-13]。根据报道，性别也是影响 OLs发育和髓
鞘再生的因素[14]。一些性激素参与调控新生 OPCs 的增殖和成熟。雌性激素通过与雌性激素受体的作
用，延迟 OPCs的细胞周期终止和增强髓鞘膜的形成[15]。孕激素及其代谢中间物可以增强 OPCs的增殖
和分化[16]。另外，有研究发现，相比于雄性，雌性小鼠虽然含有较低数目的 OLs 和髓鞘蛋白，但却显
示出更快的 OLs 合成速度[17]。小鼠实验发现，年轻小鼠的髓鞘再生能力没有表现出性别差异，但是在
年老小鼠中，相比于雄鼠，雌鼠表现出更强的髓鞘增生能力[18]。 
雌激素（estrogen）在生理上包含 3 种不同的复合物：雌二酮、雌二醇、雌三醇。外部雌激素受体
调节因子（SERMs）会在特异的组织中选择性激活雌激素受体 α（ERα）和雌激素受体 β（ERβ），并
发挥其相应的生理作用。利用实验性变态反应性脑脊髓炎（EAE）动物模型，许多研究发现在不同的小
鼠品系中雌激素的处理能降低 EAE 的损伤程度[19, 20]。在疾病发生后，雌三醇的处理也会明显地减缓
EAE的进展[21]。在人群中，患者体内激素水平的变化会影响MS的发病和进展，具体表现在MS在男女
性间发病率及病情进展均存在差异[22]。然而，OLs中的 ERβ是否直接调节细胞的发育目前尚未明确。 
在我们此前的研究工作中，我们发现 LPC 处理成熟少突胶质细胞会上调 Olig2 与 Gpr17 的表达水
平，而 Gpr17 基因的缺失能够促进少突胶质前体细胞的成熟。在本研究中，我们发现 ERβ 可能也参与
了 Olig2-Gpr17这个调节少突胶质前体细胞发育的信号通路。因而，我们将对 ERβ对 OLs发育的影响进
行探讨，并尝试阐明 OLs 中调控 ERβ 表达水平的上游通路，以及介导 ERβ 对 OLs 发育影响的分子机
理，为临床上对脱髓鞘疾病的预防及治疗提供相应的参考。 
1 材料与方法 
1.1 材料 
本研究中所使用小鼠（C57BL/6）购自上海斯莱克公司；RNA 提取分离所使用试剂盒购自 Tiangen
（中国）公司；RNA 逆转录试剂盒所使用的试剂盒品牌为 TaKaRa（日本）；实时荧光定量 PCR（qRT-
PCR）分析所使用的试剂盒购自全式金（中国）公司。实验中所用化学试剂均购自美国 Sigma-Aldridge
公司，所使用的 pCMX-Luc 载体来源于美国匹兹堡大学 Wen Xie 教授课题组，pGL3-basic 载体购自
Addgene公司。 
1.2 方法 
1.2.1细胞的培养及处理 
HEK293T 细胞自 ATCC 购买；大鼠原代 OPCs 按照此前所报道的方法分离培养并诱导其分化成为
成熟的 OLs[10]。用 LPC（12.5 mol/L）对成熟的 OLs进行处理[10]；在转染实验中，使用 Lipofectamine 
3000（Life Technology）按照试剂盒使用说明书将相应质粒转染至 OPCs中。 
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1.2.2 过表达及报告基因载体的构建 
分别将 ERβ, Olig2及 mmu-MIR-219-2的编码序列克隆至过表达载体 pCMX-PL2中，构建其过表达
质粒；将 ERβ 3’-UTR序列克隆至 pCMX-Luc载体中，构建 ERβ 3’-UTR报告基因质粒；将 Gpr17基因
启动子（2.0 kb）序列克隆至 pGL3-basic载体中，构建 Gpr17启动子报告基因质粒。相关引物如表 1所
示。 
表1 载体构建所用引物 
Tab. 1 Primers for vector construction 
Gene strand Sequence (5’3’)
ERβ Forward AGTCTCGAGATGACATTCTACAGTCCTGCTG 
Reverse GCAGAATTCTCACTGAGACTGTAGGTTCTGG 
ERβ 3’-UTR Forward CCAGAATTCGGACAGACTACAGAGATGGTC 
Reverse ACGGGATCCGATGACATAGCTTCAAGGAAG 
Mmu-miR-219-2 
Forward ATACTCGAGGGTTACTCTAGGGACCCTTGG 
Reverse TACAAGCTTGCACGAACCACATTCGGGTCC 
Gpr17 promoter 
Forward CAAGAGCTCAGCTTCCTCACCACCTAGACA 
Reverse ACAGCTAGCAGGCCACTGAGTATCACAGA 
Olig2 
Forward ATACTCGAGTTATGGACTCGGACGCCAGC 
Reverse ATGGTACCTCACTTGGCGTCGGAGGT 
1.2.3 双荧光素酶报告基因分析 
使用双荧光素酶报告基因分析试剂盒（Promega）对荧光素酶活性进行分析，其操作均按照试剂盒
中使用说明书进行。 
1.2.4 总 RNA的提取、逆转录及 Real-time PCR分析 
细胞总 RNA 提取及逆转录均根据试剂盒（Takara）中的使用说明书进行，qRT-PCR 分析采用
SYBR Green染料法，使用 Bio-rad公司的 qRT-PCR （CFX96）仪进行分析，以看家基因 Gapdh作为内
参。相关引物如表 2所示。 
表2 qRT-PCR分析所用引物 
Tab. 2 Primers for qRT-PCR analysis 
Gene strand Sequence (5’3’)
ERβ Forward GAAGCTGGCTGACAAGGAAC 
Reverse GAACGAGGTCTGGAGCAAAG 
Olig2 
Forward ATCTTCCTCCAGCACCTCCT
Reverse AGTCGCTTCATCTCCTCCAG 
Mbp 
Forward ACACACAAGAACTACCCACTAC 
Reverse GGTGTACGAGGTGTCACAAT 
Gpr17 
Forward GGATAGAGAAGCACCTCAAGAA 
Reverse CACGGTAGTGAAGCACATAGA 
Gapdh 
Forward ACTCCCATTCTTCCACCTTTG 
Reverse CCCTGTTGCTGTAGCCATATT 
1.2.5 数据分析 
实验均不少于 3次重复，实验数据以平均值±标准差显示。根据实验数据性质，使用 SPSS18.0分别
对其进行方差分析（ANOVA）及组间 t-检验（Student’s t-test），p＜0.05表示差异具有显著性。 
2 结果与分析 
2.1ERβ对 OPCs发育的影响 
为了探讨 ERβ对 OPCs发育的影响，将构建的 ERβ过表达质粒转入 OPCs中检测细胞中成熟少突胶
质细胞特异性标记物髓磷脂碱性蛋白（Mbp）表达水平的变化，结果显示（图 1）：与空载体（Vec）
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转染对照相比，ERβ 过表达细胞中 ERβ 表达水平显著高于对照组，Mbp 表达水平显著上调（p＜
0.05）；Mbp 表达水平的提高提示 ERβ 过表达 OPCs 的分化程度高于对照组 OPCs；通过免疫荧光染色
可以观察到,过表达 ERβ的少突胶质前体细胞分化程度显著高于对照组。 
 
(A, B)转染过表达 ERβ载体后细胞中 ERβ表达水平升高； 
(C)实时荧光定量 PCR显示过表达 ERβ后少突胶质前体细胞中 Mbp表达升高； 
(D)免疫荧光染色显示过表达 ERβ后少突胶质前体细胞成熟度增加。*p<0.05，下同。 
图 1 ERβ诱导 OPCs中 Mbp基因表达 
Fig. 1 ERβ induced the expression level of Mbp in oligodendrocytes 
2.2受 LPC损伤的 OLs中 ERβ表达水平的变化 
在此基础上，为探讨 ERβ是否在 OLs损伤及修复过程中具有促进髓鞘形成的作用，在 LPC诱导的
OLs损伤模型中检测 ERβ表达水平的变化。结果显示（图 2），在 LPC（12.5 mol/L）处理后，ERβ的
表达水平呈时间依赖性降低，72 h时与 24~48 h相比呈现显著差异（p＜0.05）。OLs受到损伤后少突胶
质细胞转录因子-2 （Olig2）的表达水平上升[10]。Olig2是少突胶质细胞发育过程中的重要调控因子，具
有促进 OPCs发育成熟的作用。在本研究建立的 OLs损伤模型中，LPC处理后 Olig2的表达水平呈时间
依赖性上升，与 ERβ的表达水平呈负相关(图 2A)。而且，在少突胶质前体细胞中过表达 Olig2后，细胞
内 ERβ表达水平下调，进一步证明 Olig2抑制 ERβ的表达(图 2B)。 
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图 2 LPC损伤 OLs中 Olig2与 ERβ表达水平 
Fig. 2 The expression levels of Olig2 and ERβin LPC-injured oligodendrocytes 
2.3 Mmu-miR-219-2对 ERβ表达水平的调控 
为了阐明 LPC处理如何抑制 ERβ的表达水平，尝试筛选与 ERβ 3'-UTR相结合的 miRNA分子。通
过 Microcosm Targets 在 线 数 据 库 （ http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/cgi-
bin/targets/v5/search.pl）分析发现 Mmu-miR-219-2可能与 ERβ 3'-UTR相结合，结合位点如图 3（A）所
示。为了检测Mmu-miR-219-2是否能够下调 ERβ的表达，构建了过表达 Mmu-miR-219-2的质粒与 ERβ 
3'-UTR的报告基因质粒，并共转染至 HEK293T细胞中，同时构建了mmu-miR-219-2的结合位点突变的
ERβ 3'-UTR的报告基因突变质粒（Mutant）作为对照。如图 3（B）所示，转入 Mmu-miR-219-2后 ERβ 
3'-UTR的报告基因的荧光素酶活性受到显著抑制（p＜0.05），而当 ERβ 3’-UTR中 Mmu-miR-219-2的
结合位点突变后，Mmu-miR-219-2对荧光素酶活性的抑制作用消失（B）。LPC处理后，少突胶质细胞
中 mmu-miR-219-2表达水平升高（图 3C）；而在少突胶质前体细胞中过表达 mmu-miR-219-2后，ERβ
的表达水平则受到了抑制 （图 3D）。这些结果提示Mmu-miR-219-2可能特异性下调 ERβ的表达水平。 
 
(A)Mmu-miR219-2与 ERβ 3' UTR的序列比对； 
(B)报告基因实验（RLU: Relative luciferase unit，Scramble：阴性对照）； 
(C)LPC处理诱导 mmu-miR-219-2表达； 
(D)过表达 mmu-miR-219-2抑制 ERβ表达。 
图 3 Mmu-miR219-2作用于 ERβ 3' UTR序列 
Fig. 3 Mmu-miR219-2 interacted with ERβ 3' UTR. 
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2.4 Olig2诱导 mmu-miR-219-2表达水平 
根据我们前期的 Chip-Seq结果分析[10]，显示 Olig2能与 mmu-miR-219-2 基因结合，且其结合水平
在 LPC处理后上升（图 4），与此同时，组蛋白乙酰化赖氨酸 27 （H3K27Ac）与 mmu-miR-219-2基因
结合亦随之上升。H3K27Ac结合水平的上升提示了该基因的转录水平提升。由此，可推测 Olig2可能在
LPC损伤的 OLs中诱导 Mmu-miR-219-2的表达。 
 
图 4 Chiq-Seq分析显示 LPC处理对 Olig2、H3K27Ac与 mmu-miR-219-2基因结合的影响 
Fig. 4 Influence on recruitments of Olig2 and H3K27Ac to the mmu-miR-219-2 gene loci revealed by Chiq-Seq analysis 
2.5  ERβ对 Gpr17表达水平的调控 
我们前期研究发现 G蛋白偶联受体 Gpr17是促进 OLs发育成熟的重要因子[10]。如图 5（A）所示，
在 OLs中过表达 ERβ后，Gpr17的表达水平显著降低（p＜0.05）。在 Gpr17的启动子中，我们发现了
ERβ 的结合元件（TGAACAatgTGGCCA）。因此，进一步构建了含有 Gpr17 基因启动子的报告基因质
粒。如图 5（B）所示，双荧光素酶报告基因实验结果显示，过表达 ERβ能够显著抑制 Gpr17启动子的
活性（p＜0.05）。 
 
(A)OLs中过表达 ERβ抑制 Gpr17 mRNA表达； 
(B)ERβ抑制 Gpr17基因启动子活性。 
图 5 ERβ对 OLs中 Gpr17基因表达水平的抑制作用 
Fig. 5 The expression level of Gpr17 in oligodendrocytes inhibited by ERβ 
3 讨论与结论 
性别是影响 OLs 发育的因素之一。雌激素处理可能通过降低 EAE 小鼠模型中的炎症反应而对髓鞘
起保护作用[19, 20]。此外，雌激素会抑制 LPC损伤带来的小胶质细胞激活[23]。在体内，ERβ是少突胶质
细胞中主要表达的雌激素受体亚型，而 ER在少突胶质细胞中几乎不表达[24]。因此，可以认为 ERβ 是
OLs中介导雌激素作用的主要分子。 
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本研究中对 ERβ 在 OLs 中的具体作用及分子机制进行了初步的探讨。结果显示，在少突胶质前体
细胞中过表达 ERβ 能够促进细胞的发育成熟，与此前所报道的 ERβ 的配体 2,3-bis(4-hydroxyphenyl)-
propionitrile (DPN) 的确能有效促进少突胶质细胞的发育和髓鞘修复这一发现相一致[25]。在此基础上，
我们进一步探索 ERβ通过哪些因素调节了少突胶质前体细胞的发育。 此前，我们已发现 Gpr17 是抑制
少突胶质前体细胞成熟的因子之一[10]。 Gpr17能够激活少突胶质前体细胞中的 Gi信号通路，抑制细胞
中 cAMP水平而抑制细胞的成熟[10]。在LPC处理后少突胶质细胞中，Gpr17的表达水平上升[10]，但ERβ
的表达水平下降，两者呈负相关关系。在 Gpr17 基因的启动子中，我们发现了 ERβ 的结合位点，并通
过实验证明了 ERβ可能对 Gpr17的表达水平具有负调控作用。该部分结果证明了 ERβ对少突胶质前体
细胞发育成熟的促进作用可能是通过其对 Gpr17基因表达的抑制作用而实现。 
在少突胶质细胞中，ERβ 的表达水平同样可能受到其他因素的调节。我们再次在 LPC 处理的少突
胶质细胞模型中寻找能够调控ERβ的表达水平的相关通路。根据我们此前的分析显示，少突胶质细胞中
mmu-miR-219-2在 LPC处理后表达水平上调。而在本实验中，我们进一步发现 mmu-miR-219-2能够与
与 ERβ 3' UTR的序列产生相互作用，从而抑制 ERβ的表达。mmu-miR-219-2的表达水平则受到了少突
胶质细胞中重要的转录因子 Olig2 所调控。Olig2 通过与 mmu-miR-219-2 基因启动子的结合，调节了
mmu-miR-219-2 基因的表达。根据我们此前的报道，Olig2 也能够直接调节 Gpr17 基因的表达[10]。因
而，我们认为 Olig2可能同时存在对 Gpr17表达水平的直接调节以及由 ERβ介导的间接调节两种方式。 
综上所述，本研究中发现了 Olig2/ mmu-miR-219-2/ ERβ/Gpr17这一参与了 OLs发育成熟的调控通
路，有望为临床上对脱髓鞘疾病的预防及治疗提供相应的理论依据及参考。 
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